EXHIBIT 6 



€> €3 

(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLlfo EN VERTU DU TRAITfc DE COOPERATION 

EN M ATI ERE DE BREVETS (PCT) 



(19) Organisation Mondiale de la Propriete 
Intellectuelle 

Bureau international 

(43) Date de la publication Internationale 
24 octobre 2002 (24.10.2002) 




(10) Numero de publication Internationale 

PCT WO 02/083158 Al 



(St) Classification Internationale des brevets 7 : 

A6IK 35/78. A6 IP 9/00, 25/00 

(21) Numero de la demaode international* : 

PCT/FR02/01219 

(22) Date de depdt international : 9 avril 2002 (09.04.2002) 

(25) La ngue de depdt : francais 

(26) Langue de publication : francais 

(30) Donnees relatives a la priority : 

01/04942 10 avril 2001 (10.04.2001) FR 

(71) Deposant (pour tous les titats disignis sou/ US) : SO- 
CIETE DE CONSE1LS DE RECHERCHES ET DU- 
PLICATIONS SCIENTIFIQUES (S.C.R-A.S.) [FR/FR]; 
Soci£te par Actions Simplifies, 42, rue du Docteur Blanche, 
F- 7501 6 Paris (FR). 

(72) Inventeur; et 

<75) Inventeur/Deposant (pour USseulemem) : TENG, Beng- 
Pooo fMY/FRJ; 6, chemin de !a Grange, F-91 190 Gif-sur- 
Yvctte (FR). 



(74) Maodataire : BOURGOU1N, Andre; Beaufour Ipsen - 
S.C.R.A.S.. Direction de la Propria Industrielle, 24, rue 
Erlanger, F-75781 Paris Cedex 16 (FR). 

(81) Etats designes (national) : AE. AG, AL, AM, AT, AU, AZ, 
BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, 
DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES. FI, GB, GD, GE, GH, GM, 
HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, 
LR. LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MIC, MN, MW, MX. 
MZ, NO, NZ. OM. PH, PL. PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI. 
SK. SL, TJ. TM, TN. TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VN. 
YU, ZA, ZM, ZW. 

(84) fctats designes (regional) : brevet ARIPO (GH. GM, KE, 
LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZM, ZW). brevet 
eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD. RU, TJ, TM), brevet 
europeen (AT, BE, CH, CY, DE DK, ES, FI, FR. GB. GR, 
IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE, TR), brevet OAP1 (BF, BJ, 
CF, CO, CI. CM, GA, GN. GQ, GW. ML, MR, NE, SN, 
TD, TO). 

Publiee : 

— avec rapport de recherche Internationale 

En ce qui concerne les codes a deux lettres et autres abrivia- 
Hons, se riferer aux "Notes explicatives relatives aux codes et 
abreviations" figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
la Gazette du PCT. 



(54) Title: METHOD FOR PREPARING AN EXTRACT OF GINKGO BILOBA LEAVES HIGHLY ENRICHED IN ACTIVE 
PRINCIPLES 
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(57) Abstract: The invention concerns a method for preparing an extract of Ginkgo biloba leaves, comprising the following succes- 
^"J sive steps: i) extracting dry fragments of Ginkgo biloba leaves in ethanol containing at least 20 wt. % of water; ii) concentrating the 
extract under reduced pressure in the presence of at least an aqueous sodium chloride solution and eliminating the dark oil from the 
rest of the clear solution; iii) washing the residual aqueous solution by liquid-liquid extraction with n-hexane n-heptane or cyclohex- 
1^ ane; iv) liquid-liquid extraction of the washed aqueous phase with ethyl acetate; v) washing the ethyl acetate phase obtained at step 
r-4 > v ) with a sodium chloride solution then evaporating by dry process the washed ethyl acetate phase. 

(57) Abrege : L' invention concerne un proc6d6 de preparation d'un ex trait de feuilles de Ginkgo biloba, lequel comporte les etapes 
successives suivantes: i) extraction de fragments sees de feuilles de Ginkgo biloba dans de P^thanol contenant au maximum 20% 
en poids d'eau; ii) con centra lion de 1'extrait sous pression reduile en presence d'une solution aqueuse de chlorure de sodium et 
elimination de 1'huile sombre du resle de la solution claire; iii) lavage de la solution aqueuse residuelle par extraction liquide-liquide 
avec du n-heplane ou du cyclohexane; iv) extraction liquide-liquide de la phase aqueuse lavee avec de I'acetate d'Sthyle; v) lavage 
de la phase acetate d'ethyle obtenu a 1'etape iv avec une solution de chlorure de sodium puis Evaporation a sec de la phase acetate 
d'6thyle lavce. 
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Procede de preparation d'un extrait de feuilles de Ginkgo biloba 
hautement enrichi en principes actifs 



L'invention concerne un procgcte de preparation d'un extrait de feuilles de Ginkgo 
biloba hautement enrichi en principes actifs. 

Certaines preparations phytopharmaceutiques standardises & base d'extraits de feuilles 
de Ginkgo biloba sont actuellement utilis£es pour traiter des d£sordres vasculaixes 
5 c6r£braux et p£riph6riques, notamment en Europe, aux Etats-Unis et en Extreme-Orient. 

L'extrait de Ginkgo biloba le plus couramment utilise & Theure actuelle (EGb 761**) 
contient 24 % de flavone-glycosides, 3 % de ginkgolides A, B, C et J au total et 3 % de 
bilobalide (cf. K. Drieu, La Presse Midicale (1986), 15,1455-1457). La dose journalifere 
recommandfe pour un patient est de 120 milligrammes. 

10 Le brevet US 5,399,348 d£crit par exemple une mdthode pour preparer un extrait de 
Ginkgo biloba avec une composition moyenne de 24 % de flavone-glycosides, 3 % de 
ginkgolides A, B, C et J et 3 % de bilobalide. Cette m£thode comprend les Stapes 
suivantes : 

i. extraction de la poudre sfcche de feuilles dans de Tac£tone contenant 40 % en 
15 poids d'eau ; 

ii. Elimination des lipides par concentration de T extrait sous pression rSduite jusqu'& 
obtenir un concentre contenant environ 30 % de solides pour ainsi 61iminer 
Tacdtone puis dilution avec de Teau pour obtenir une concentration de 15 % en 
solides, refroidissement de la suspension obtenue k environ 10° C pendant une 

20 heure avant d'61iminer par filtration les pr6cipit6s lipidiques ; 

iii. enrichissement de la phase organique par ajout d'une solution de sulfate 
d'anunonium h 30 % au filtrat aqueux suivi par une extraction Jiquide-liquide avec 
un melange de methytethylcdtone et d'ac&one (entre 9:1 et 4:6) et concentration 
de la phase organique pour obtenir une concentration de 50 a 70 % en solides ; 

25 iv. Elimination des tannins par dilution du concentre dans un melange d'eau et 
d f 6thanol 50/50 en poids pour obtenir une concentration de 10 % en solides, 
addition d'une solution aqueuse d'un sel de plomb jusqu'& ce que la couleur soit 
passde de brun h ambre et filtration du prEcipitE plomb-tannins pour donner un 
filtrat clair ; 
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v. Elimination du plomb sous forme de son sulfate insoluble par concentration du 
filtrat pour garder une proportion maximum de 5 % en ethanol, ajout de sulfate 
d' ammonium jusqu'i une concentration d' environ 20 % suivi d'une extraction 
liquide-liquide avec un melange de m£thyl6thylc6tone et d'ethanol (entre 8:2 et 
5 1:1) ;et 

vi. s&hage du produit final par concentration de la phase organique pour obtenir une 
concentration de 50 i 70 % en solides et s6chage sous vide dans un four h 
60-80° C pour isoler le produit final contenant moins de 5 % d'eau. 

Depuis ces dix dernidres anndes, de grands efforts ont 6t6 faits pour enrichir la part des 
10 composes actifs des extraits de Ginkgo biloba tout en rdduisant par la meme occasion la 
part des composes allergfenes alkylphenoliques & lorigue chaine tels que les acides 
ginkgoliques. 

II existe un certain nombre de demandes de brevets et de brevets d&rivant des proc&16s 
permettant d'obtenir des extraits de feuilles de Ginkgo biloba enrichis en 
15 flavone-glycosides et terpfcne-lac tones. 

Par exemple, le brevet US 5,389,370 concerne des m&hodes de preparation d'extraits 
concentres en composes actifs. La strat6gie employee dans ce cas est de meianger la 
fraction riche en flavone-glycosides obtenue par extraction liquide-liquide avec du 
bilobalide et des ginkgolides isoies grace & une separation chromatographique sur 

20 colonne pour obtenir les compositions desires qui contiennent typiquement 50 % de 
flavone-glycosides et 6 % de bilobalide, 50 % de flavone-glycosides et 7 % de 
ginkgolides ou 50 % de flavone-glycosides, 6 % de bilobalide et 7 % de ginkgolides. Le 
proc£d£ decrit reprend les deux premieres etapes du brevet US 5,399,348 cite 
precedemment (qui seront ici designees comme les etapes 1 et 2) auxquelles sont 

25 ajoutdes les etapes successives suivantes : 

3. enrichissement des phases organiques : extraction liquide-liquide avec un melange 
d' acetate d'ethyle et d'hexane (9:1), la phase aqueuse etant re-extraite avec du 
/i-butanol et la phase n-butanol obtenue concentree h sec pour obtenir la fraction 
riche en flavone-glycosides ; 

30 4. traitement au charbon actif : lavage de la phase acetate d'ethyle-hexane avec de 
1'eau, la phase acetate d'ethyle-hexane lavEe etant ensuite traitee avec du charbon 
actif, filtree et concentree & sec ; 

5. recristallisation : dissolution du residu solide dans un melange 50/50 en poids 
d'ethanol et d'eau, refroidissement pour cristalliser et filtration pour recuperer les 
35 ginkgolides ; 
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6. chromatographic sur colonne : concentration a sec du surnageant de P6tape 5 et 
separation chromatographique sur colonne de gel de silice pour obtenir des fractions 
riches en bilobalide et en ginkgolides ; et 

1, melange des fractions : melange de la fraction riche en flavone-glycosides de 
5 T6tape3 avec les ginkgolides obtenus i retape 5 ou 6 et/ou avec le bilobalide 

obtenu & retape 6. 

Selon une variance du proc&te ci-dessus, les etapes 4 et 5 peuvent etre remplacdes par 
une chromatographic sur colonne. 

Par ailleurs, le brevet US 6,030,621 dficrit une methode d'obtention d'extraits de 
10 Ginkgo biloba enrichi en flavone-glycosides et en terp£ne-lactones. La strat£gie 
employee est analogue k celle du brevet US 5,389,370: la fraction riche en 
flavone-glycosides est m61ang& avec les fractions riches en terpfcne-lactones, ces 
demifcres etant obtenues par chromatographic sur colonne. Typiquement, les extraits 
prepares comprennent 47,2 % de flavone-glycosides et 6,3 % de terpfene-lactones ou 
15 70 % de flavone-glycosides et 10 % de terpfcne-lactones. Cette methode comprend les 
Stapes suivantes : 

a) extraction de la poudre s£che de feuilles dans de l'ethanol contenant 50 % en poids 
d'eau ; 

b) Elimination des lipides par concentration de 1'extrait sous pression r6duite jusqu'& 
20 Elimination de l'ethanol, dilution du concentre avec de Peau, repos du melange 

pendant 48 heures et filtration des precipites lipidiques ; 

c) piegeage des composes actifs par passage du filtrat aqueux & travers une resine 
consistant en un melange de resine XAD-4 (melange de polymdres poreux) et de 
polyamide ; 

25 d) eiution des composes actifs en utilisant des melanges ethanol-eau successifs 
contenant 30, 60 et 90 % en poids d'ethanol ; et 

e) combinaison de toutes fractions obtenues en d), evaporation de J'ethanol, lavage du 
concentre aqueux avec de l'hexane et evaporation h sec de la phase aqueuse lavee 
pour obtenir un extrait contenant 47,2 % de flavone-glycosides et 6,3 % de 
30 terp&ne-lactones. 

Dans une variante du procede ci-dessus, la fraction obtenue & partir du melange 
ethanol-eau contenant 30 % d'ethanol est soumise a une chromatographie-eclair pour 
obtenir une fraction contenant au moins 80 % de terpene-lactones. De la meme fa$on, 
les fractions obtenues k partir des melanges ethanol-eau contenant 60 et 90 % d'ethanol 
35 sont combinees et soumises h. une chromatographie-eclair pour obtenir une fraction 
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contenant au moins 80 % de flavone-glycosides. La fraction contenant au moins 80 % 
dc flavone-glycosides et la fraction contenant au moins 80 % de terpdne-lactones sont 
meiangees dans diffcrentes proportions et permettent d'obtenir des extraits contenant 
jusqu'& 70 % de flavone-glycosides et 10 % de terp£ne-lactones. 

A cause des exigences croissantes en matiere de s6curit6 sanitaire, il devient preferable 
d' utiliser des principes actifs de plus en plus purs. La tendance pour les extraits de 
Ginkgo biloba serait done d'abandonner un jour les extraits comme l'EGb 761® au 
profit d'extraits encore plus riches en principes actifs. Typiquement, on pourrait viser 
des extraits contenant au moins 50 % en poids de flavone-glycosides et 12 % en poids 
de teipfene-lactones, ou bien des extraits contenant au moins 30% en poids de 
terpdne-Iactones et au moins 15 % en poids de flavone-glycosides. Les precedes des 
brevets US 5,389,370 ou 6,030,621 permettraient d'obtenir un tel extrait mais s'avferent 
toutefois on&eux lorsqu'il s'agit de les utiliser & une dchelle industrielle en raison 
principalement de la presence d'etapes de separation par chromatographic 

15 La demanderesse vient de mettre au point une m&hode permettant d'obtenir des extraits 
de feuilles de Ginkgo biloba rdpondant aux specifications indiqudes sans utiliser aucune 
etape de separation par chromatographie. 

L'invention a done pour objet un precede de preparation d'un extrait de feuilles de 
Ginkgo biloba, lequel comprend les etapes successives suivantes : 

20 i. extraction de fragments sees de feuilles de Ginkgo biloba dans de rethanol 
contenant au maximum 20 % en poids d'eau ; 

ii. concentration de 1'extrait sous pression reduite en presence d'une solution aqueuse 
de chlorure de sodium et elimination de 1'huile sombre du reste de la solution 
claire ; 

25 iii. lavage de la solution aqueuse residuelle par extraction Jiquide-liquide avec du 
n-hexane, du n-heptane ou du cyclohexane ; 

iv. extraction liquide-liquide de la phase aqueuse lavee avec de 1'acetate d'ethyle ; 

v. lavage de la phase acetate d'ethyle obtenue h retape iv avec une solution de 
chlorure de sodium puis evaporation & sec de la phase acetate d'ethyle lavee. 

30 Par fragments sees de feuilles de Ginkgo biloba, on entend dans la presente demande 
des fragments sees dont la taille des particules n'exefede pas 5 mm. 
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De preference selon l'invention, les fragments sees de feuilJes de Ginkgo biloba seront 
sous forme de poudre sdche. Par poudre, on entend dans la pi^sente demande une 
poudre dont la taille des paiticules n'excede pas 1 mm (et de preference pas 0,5 mm). 

Le procede selon l'invention peut etre applique : 

- soit k des fragments (et de preference k une poudre) de feuilles de Ginkgo biloba 
Iyophilis6es, auquel cas on obtiendra des extraits contenant au moins 50 % en poids 
de flavone-glycosides et 12 % en poids de terpdne-lactones ; 

- soit k des fragments (et de preference a une poudre) de feuilles de Ginkgo biloba 
sechees, auquel cas on obtiendra des extraits - ci-aprfcs d£nomm£s <* extraits 
principaux » - contenant au moins 30 % en poids de terpfene-lactones et au moins 
15 % en poids de flavone-glycosides (ledit procede permettant dans ce cas d'obtenir 
en outre en tant que produit annexe des extraits - ci-apr&5 denommes « extraits 
annexes » - analogues k ceux d&rits dans la demande de brevet PCT WO 96/33728, 
k savoir des extraits contenant environ 30 k 35% en poids de flavone-glycosides et 

15 environ 1 % en poids de terp£ne-lactones). 

Selon 1'une des variantes de l'invention, le procede decrit ci-dessus sera applique k des 
fragments (ou k une poudre) de feuilles de Ginkgo biloba lyophilisees et l'extrait obtenu 
sera de preference tel qu'il contienne environ 52 % en poids de flavone-glycosides et 
environ 13 % en poids de terpfrie-lactones. 

20 Selon la variante pfeferee de l'invention, le procede decrit ci-dessus sera applique k des 
fragments (ou k une poudre) de feuilles de Ginkgo biloba sechees et l'extrait principal 
obtenu sera de preference tel qu'il contienne de 34 k 46 % en poids de terpfene-lactones 
et de 18 k 30 % en poids de flavone-glycosides. Plus pi^ferentiellement, le procede 
decrit ci-dessus sera applique k des fragments (ou k une poudre) de feuilles de Ginkgo 

25 biloba sechees et l'extrait principal obtenu sera tel qu'il contienne de 36 k 44 % en 
poids de terpfcne-lactones et de 20 k 28 % en poids de flavone-glycosides. En particulier, 
le procede decrit ci-dessus sera applique k des fragments (ou k une poudre) de feuilles 
de Ginkgo biloba s6ch6es et l'extrait principal obtenu contiendra environ 40 % en poids 
de terp&ie-lactones (dont environ 24,5 % en poids de ginkgolides A, B et C et environ 

30 15,5 % en poids de bilobalide) et environ 24 % en poids de flavone-glycosides. 

De preference, l'extraction de l'etape i sera effectuee k l'aide d'ethanol contenant entre 
10 et 20 % en poids d'eau, et plus preferentiellement entre 15 et 20 % en poids d'eau. 

De preference aussi, le melange obtenu aprfcs concentration de l'extrait sous pression 
reduite en presence d'une solution aqueuse de chlorure de sodium lors de l'etape ii sera 
35 refroidi, par exemple k une temperature d'environ 10 °C, de preference pendant une 
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dur6e de 10 ou 15 minutes k 1 ou 2 heures, avant d'effectuer elimination de Thuile 
sombre du reste de la solution claire. Toujours de preference, de la ceiite sera ajoutee au 
melange obtenu apr&s concentration de Textrait sous pression reduite en presence d'une 
solution aqueuse de chlorure de sodium lors de Tetape ii et la totality de Tethanol 
5 present dans ledit melange sera 6vapor6e avant de proc&ler au refroidissement dudit 
melange. 

De preference egalement, le lavage de Tetape iii sera effectue avec du *-heptane. 

Selon une variante particuliferement pr6f6r^e du procede de Tinvention lorsque celui-ci 
est applique & des fragments (ou & une poudre) de feuilles de Ginkgo biloba s6ch6es, le 

10 volume de la solution aqueuse residuelle de Tetape iii et la quantity de chlorure de 
sodium dans la solution seront pnSalablement ajustfo afin que, d'une part, la teneur en 
poids en solides hydrosolubles soit d'environ 8% par rapport au poids total de la 
solution, et d' autre part, la teneur en poids en chlorure de sodium soit de 16% par 
rapport au poids total de la solution. La teneur en solides hydrosolubles est 6va!u6e par 

15 pr&fcvement d'un echantillon de solution ethanolique qui est 6vapor6 pour eiiminer 
Tethanol puis extrait au dichloromdthane, la phase aqueuse residuelle etant ensuite 
6vapor^e & sec et pes£e ; la teneur en solides hydrosolubles peut alors €tre deduite de la 
masse de r€sidu solide obtenue. 

En ce qui concerne Tetape iv, de la methyiethylcetone contenant de 2 i 10% d' acetone 
20 ou d'ethanol en termes de volume pourrait 6ventuellement remplacer T acetate d'ethyle. 

En ce qui concerne les solutions aqueuses de chlorure de sodium employees aux Stapes 
ii et v, elles auront de preference une concentration d'au moins 10% en poids de 
chlorure de sodium pour Tetape ii tandis qu'elles seront de preference saturees en 
chlorure de sodium pour Fetape v. 

25 Selon une variante pr6feree du procede ci-dessus applique & des fragments (ou h une 
poudre) de feuilles de Ginkgo biloba sechees, la phase aqueuse saline recuperee & 
Tissue de Textraction liquide-liquide de retape iv pourra etre retraitee par un procede 
comportant les etapes suivantes : 

a) extraction liquide-liquide & Taide d'un melange environ 1:1 d'acetate d'ethyle et 
30 d'ethanol ; et 

b) evaporation h sec de la phase organique recuperee h Tissue de Tetape a) ; 

c) dissolution du residu obtenu i Tetape b) dans de Tethanol absolu afin d' avoir une 
concentration d' environ 5% & 10% en poids de solides par rapport & la masse de la 
solution ethanolique ; 
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d) refroidissement du melange a une temperature de preference inferieure ou egale a 
10 °C (par exemple k une temperature de 2 a 8 °C), de preference pendant une dur6e 
de 30 minutes a 12 heures ; 

e) filtration et evaporation de Tethanol du filtrat recupere pour donner un extrait sec. 

5 Ce procede additionnel peimet de recup6rer un extrait suppjementaire, lequel contient 
generalement environ 30 k 35% en poids de flavone-glycosides et environ 1% en poids 
de terp£ne-lactones. 

Optionnellement, le procede decrit ci-dessus pourra comporter, aprfes Ies etapes i a v, 
retape vi suivante : 

10 vi. mise en solution de 1'extrait sec dans de rethanol et refroidissement de la solution 
k une temperature de preference inferieure ou egale k 10 °C (par exemple k une 
temperature de 2 i 8 °C), filtration du sel eventuellement prfcipite et evaporation k 
sec de la solution resultante. 

Dans ce cas, lorsque le procede de Tinvention sera utilise k rechelle industrielle, on 
15 prefdrera pour retape v simplement concentrer la phase organique jusqu'& obtenir une 
concentration d'environ 50 k 70% en poids de solides (et non revaporer h sec) et ajouter 
de rethanol pour avoir une composition contenant 5 h 20% en poids d'eau, 5 k 20% en 
poids de solides et le restant en ethanol avant d'effectuer retape vi. En procedant ainsi, 
on economisera une etape de sechage. 

20 Les extraits principaux obtenus selon l'invention sont utilisables en pharmacie ou dans 
le domaine alimentaire (par exemple en tant qu'ingredients de supplements 
nutritionnels) car, d'une part, ils contiennent moins de 5 ppm d'alkylphenols (mesure 
effectuee par dosage HPLC) et, d'autre part, ils contiennent moins de 0,3 % de 
prodelphinidines (de preference moins de 0,25 % et generalement entre 0,05 et 0,25 % 

25 de prodelphinidines). Par ailleurs, ils recdlent egalement peu d'impuretes Iipophiles et 
peu de polysaccharides, de proanthocyanidines autres que Ies prodelphinidines et de 
proteines a haute masse moieculaire. 

En particulier, du fait de leur faible teneur en prodelphinidines, les extraits principaux 
selon l'invention seront mieux adaptes a une administration aux patients par la voie 
30 intraveineuse. A titre de comparaison, un extrait commercial tel que TEGb 761® peut 
contenir jusqu'a 1,5% de prodelphinidines. 



En outre, les extraits principaux de Tinvention seront de preference tels que les pics 
correspondant au 0-rhamnopyranosyl-4-0-D-(trans-p-coumaroyl- 
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e^Oglucopyranosyloxy-a-tetrahydroxy-a'^'^J-flavonoI (ou 3-(6"'-trans-p- 
coumaroyO-glucorhamnoside de querc&ine) 0-rhamnopyranosyl-4-0-D-(trans-p- 
coumaroyl-6 * ' * )glucopyranosyloxy-3-trihydroxy-4 , ,5 ,7-flavonol (ou 3-(6' ' ' -trans-p- 
couraaroyl)-glucorhamnoside de kaempferol) representeront ensemble environ 39% de 
5 la surface totale des pics du chromatogramme. En particulier, les extraits principaux de 
P invention seront de preference tels que le pic correspondant au O-rhamnopyranosyl- 
4-0-D-(trans-p-coumaioyl-6' 9 Oglucopyranosyloxy-S-t^trahydroxy-S'^'^^-flavonol (ou 
3-(6 ,,, -trans-p-couniaroyl)-glucortiamnoside de quercdtine) repr&entera environ 20% 
de la surface totale des pics du chromatogramme. De meme, les extraits principaux de 
10 Pinvention seront de preference tels que le pic correspondant au O-rhamnopyranosyl-4- 
0-D-(trans-p-coumaroyl-6" , )glucopyranosyloxy-3-trihydroxy-4 , ,5,7-flavonol (ou 3- 
(6'"-trans-p-coumaroyl)-glucorhamnoside de kaempferol) reprfsentera environ 19% de 
la surface totale des pics du chromatogramme. 

Par ailleurs, les extraits annexes obtenus k I'aide du procede selon Pinvention 
15 contiendront moins de 0,5% de prodelphinidines (de preference moins de 0,40 % et 
generalement entre 0,15 et 0,40% de prodelphinidines). 

L' invention a de plus pour objet les extraits principaux susceptibles d'Stie obtenus par 
un precede selon Pinvention. Elle a egalement pour objet lesdits extraits principaux k 
titre de medicaments, les compositions phannaceutiques comportant, k titre de principe 

20 actif, lesdits extraits principaux et P utilisation desdits extraits principaux pour preparer 
des medicaments destines k traiter des maladies / desordres choisis parmi les maladies / 
desordres suivants : les desordres vasculaires cerebraux et peripheriques (comrae les 
acouphfines d'origine vasculaire, Patheroscierose, les ischemics, les thromboses, les 
symptfimes en relation avec Pinsuffisance veineuse, les manifestations veineuses 

25 inflammatoires aigugs et les symptdmes en relation avec une crise hemorroidaire), les 
maladies neurodegeneratives (comme par exemple la maladie d'Alzheimer, la maladie 
de Parkinson, la choree de Huntington ou la sclerose laterale amyotrophique) et le 
deficit pathologique cognitif et neurosensoriel chronique du sujet &ge (notamment la 
perte de memoire observee chez le sujet Sge non atteint de maladie d'Alzheimer ou 

30 d'une autre demence). Elle a enfin pour objet Putilisation desdits extraits principaux 
pour preparer des medicaments destines k offrir une therapie adjuvante pour traiter les 
maladies proliferatives (notamment le cancer). 

Les compositions pharmaceutiques contenant un extrait de Tinvention peuvent etre sous 
forme solide comme, par exemple, les poudres, pilules, granules, comprimes, 
35 liposomes, geiules ou suppositoires. Les pilules, les comprimes ou les geiules peuvent 
€tre revetus d'une substance capable de proteger la composition de Faction de Tacide 
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gastrique ou des enzymes dans I'estomac du sujet pendant une periode de temps 
suffisante pour permettre & cette composition de passer non digdrte dans l'intestin grele 
de ce dernier. L'extrait peut aussi etre administre localement, par exemple a 
l'emplacement merae d'une tumeur. L'extrait peut aussi etre administre selon un 
5 processus de liberation prolong^e (par exemple en utilisant une composition h liberation 
prolongfe ou une pompe de perfusion). Les supports solides approprtes peuvent etre, 
par exemple, le phosphate de calcium, le st£arate de magnesium, le carbonate de 
magnesium, le talc, les sucres, le lactose, la dextrine, I'amidon, la gelatine, la cellulose, 
la cellulose de methyle, la cellulose carboxym6thyle de sodium, la polyvinylpyrrolidone 
10 et la cire. 

Les compositions pharmaceutiques contenant un extrait de Tinvention peuvent 
dgalement se presenter sous forme liquide comme, par exemple, des solutions, des 
emulsions, des suspensions ou une formulation a liberation prolongee. Les supports 
liquides appropri£s peuvent 6tre, par exemple, Teau, les solvants organiques tels que le 
15 glycerol ou les glycols tel que le polyethylene glycol, de m£me que leurs melanges, dans 
des proportions variees, dans l'eau. 

L'administration d'un medicament selon 1'invention pourra se faire par voie topique, 
orale, parenterale, par injection intramusculaire, etc. 

La dose d'un extrait selon la presente invention, h pi^voir pour le traitement des 
20 maladies ou troubles mentionnes ci-dessus, varie suivant le mode d'administration, TSge 
et le poids corporel du sujet & traiter ainsi que Tetat de ce dernier, et il en sera decide en 
definitive par le medecin ou le veterinaire traitant. Une telle quantite determinee par le 
medecin ou le veterinaire traitant est appeiee ici "quantite therapeutiquement efficace". 

Sans prejuger de Pavis du medecin traitant, et compte tenu de la teneur en principes 
25 actifs des extraits principaux selon Tinvention, T administration & un etre humain d'une 
dose journalidre de 5 a 150 mg, et de preference d'une dose de 10 k 100 mg (en 
particulier une dose de 40 i 80 mg, par exemple de 50 h 70 mg) desdits extraits 
principaux pourra par exemple etre envisagee. 

Dans la presente demande, le terme "environ" fait reference h un intervalle autour de la 
30 valeur consider. Tel qu'utilise dans la presente demande, "environ X" signifie un 
intervalle de X moins 10% deX^X plus 10% de X, et de preference un intervalle de X 
moins 5% deX^X plus 5% de X. 

A moins qu'ils ne soient definis d'une autre mani&re, tous les termes techniques et 
scientifiques utilises ici ont la m6me signification que celle couramment comprise par 
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un spScialiste ordinaire du domaine auquel appartient cette invention. De meme, toutes 
les publications, demandes de brevets, tous les brevets et toutes autres references 
mentionn^es ici sont incorpor£es par r6f6rence. 

Les exeraples qui suivent sont prdsentes pour illustrer les proceeds ci-dessus et ne 
5 doivent en aucun cas etre consid6r6s comme une limite & la portde de invention. 



EXEMPLES 
Exempie 1 

100 g de feuilles lyophilis^es de Ginkgo biloba piiees (taille des particules inferieure h 
4 mm) sont extraites par deux fois, une fois avec 800 ml et une deuxi&me fois avec 

10 600 ml d'un melange £thanol-eau contenant 88 % en poids d'6thanol, chaque fois & 
60° C et pendant 1 heure. Les extraits des deux Stapes d'extraction sont filtrds et les 
restes de feuilles r6cup6r6s rinc^s avec 200 ml du meme melange de solvants. Les 
extraits combines sont rEduits par Evaporation & un volume de 100 ml avec un contenu 
en produits solides d'environ 35 g. 350 ml d'une solution aqueuse de chlorure de 

15 sodium h 10 % en poids est ajout6 au concentrS 6thanolique et Tdvaporation est 
poursuivie sous pression rfduite & 50° C pour Eliminer le reste d'£thanol. La solution 
saline limpide orange clair est separfe de l'huile sombre par ddcantation & travers un 
tampon de coton sur un entonnoir filtrant puis par filtration sur c6Iite avec succion. 
L'ex trait en solution aqueuse saline est lav6 avec deux portions de 150 ml de n-heptane 

20 avant d'Stre extrait par deux fois avec 150 ml d' acetate d'Sthyle h chaque fois. Les 
phases acetate d'£thyle combindes sont lav6es avec 50 ml d'une solution satur6e en 
chlorure de sodium puis dvapor^es h sec sous pression r£duite. L'extrait sec est 
redissous dans 60 ml d'ethanol absolu, laiss€ la nuit durant dans un r6ftig6rateur & 5° C, 
filtr6 pour £liminer le sel Sventuellement pr^cipite et le filtrat £vapoi£ h sec pour donner 
25 1,42 g d'extrait contenant 51,7% de flavone-glycosides et 13 % de terpdne-lactones 
(6,55 % de bilobalide). 

Exempie 2 

100 g de feuilles de Ginkgo biloba obtenues apr&s s^chage dans une Etuve rotative 
industrielle et pil&s (taille des particules inferieures & 4 mm ; teneur de 1,8% en poids 
30 de flavone glycosides et de 0,12% en poids de ginkgolides) sont extraites par deux fois, 
une fois avec 800 ml et une deuxi&me fois avec 600 ml d'un melange 6thanol-eau 
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contenant 80% en poids d'fthanol, chaque fois a 60 °C et pendant 1 heure. Les extraits 
des deux Stapes ^extraction sont filtr6s et les restes de feuilles r£cup6r6s rinc^s avec 
200 ml du meme melange de solvants. Les extraits combines sont rtduits par 
Evaporation a un volume de 800 ml avec un contenu en produits solides d'environ 33 g. 
5 60 g de chlorure de sodium, 100 ml d'eau et 22 g de c61ite sont ajout<Ss au concentre 
£thanolique et l*6vaporation est poursuivie sous pression reduite a 50 °C pour 61iminer 
le reste d'Sthanol. Le concent^ aqueux est refroidi a 10 °C pendant une heure et la 
solution saline limpide orange clair est s6par6e de l'huile sombre par d&antation & 
travers un tampon de coton sur un entonnoir filtrant puis par filtration avec succion sur 
10 frittf recouvert d'un lit de c61ite. L'extrait en solution aqueuse saline (~ 300 ml) est lav<§ 
avec deux portions de 125 ml de n-heptane avant d'etre extrait par deux fois avec 
125 ml d'ac&ate d'&hyle a chaque fois. Les phases acetate d'Ethyle combiners sont 
lav£es avec 50 ml d'une solution saturfe en chlorure de sodium puis 6vapoi€es a sec 
sous pression reduite. L'extrait sec est redissous dans 23 ml d'dthanol absolu, laissd la 
15 nuit durant dans un r£frig<5rateur a 4 °C, filtitS pour eliminer le sel Eventuellement 
pr£cipit£ et le filtrat £vapor£ a sec pour donner 1,06 g d'extrait contenant 23,6 % de 
flavone-glycosides, 39,2 % de terpfcne-lactones (dont 24,6 % de ginkgolides A, B et C et 
14,5 % de bilobalide) et environ 0,14% de prodelphinidines. 

Exemple 3 

20 La phase aqueuse saline qui est r£cup£r6e aprSs les (Stapes successives de lavage avec du 
n-heptane et d'extraction avec de I'acftate d'ethyle du proc&te de preparation de 
l'extrait de 1'exemple 2 est soumise a une extraction liquide-liquide a l'aide de deux 
portions de 125 ml d'un melange acetate d'£thyle-6thanol 1:1. La phase organique 
rdcup£r6e est €vapor6e a sec. L'extrait sec est repris dans de l'&hanol absolu de sorte a 

25 avoir une concentration de 5% en poids d'extrait sec par rapport au poids total de la 
solution. Le melange est laissS la nuit durant dans un r£frig<5rateur a 4 °C avant d'etre 
filtn* sur papier (on rince les solides avec de l'&hanol absolu a 4 °C). Apr£s Evaporation 
a sec, on obtient un extrait contenant 31,88% de flavone-glycosides et 0,67% de 
terp£nes (dont 0,50% de ginkgolides A, B et C et 0,17 % de bilobalide) et environ 
30 0,21 % de prodelphinidines. 
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Caracterisation des extraitg selon rinvention 
A) IIPLC : 

Les extraits selon Tinvention peuvent etre caract&is6s & 1'aide de la m6thode de 
Chromatographic Liquide Haute Performance (HPLC) avec 61ution par gradients d&rite 
5 ci-aprfcs. 

Matiriels 

- Chromatographe en phase liquide et £quipement adapts aux conditions sp&ifi6es 
ci-apr6s 

- Venerie de laboratoire 

10 - Balance de precision au 10 c de mg. 

Riactifs 

- Eau pure (quality HPLC) 

- Ac6tonitrile (quality HPLC) 

- Isopropanol (quality HPLC) 
15 - Acide citrique (quality HPLC) 

- Methanol R 

- Extrait de Ginkgo biloba standard de reference 
Procedure 

Une solution de 1'extrait h tester est pr£par& par dissolution de 200 mg d'extrait i 
20 analyser dans 10 ml de methanol. Parallfelement, 200 mg d'extrait de Ginkgo biloba 
standard de reference (EGb 761 •) sont dissous dans 10 ml de methanol et constituent la 
solution de r6f£rence. 

Les conditions de chromatographic suivantes sont employees : 

- Type de gradient : lin&rire de 0% k 100% de phase mobile secondaire en 
25 15 min puis 5 min avec la phase mobile secondaire. 

R^quilibrer la colonne pendant 10 min avec la phase 
mobile primaire avant Tinjection suivante. 



- Phase mobile primaire : eau purifige 1000 ml 

ac&onitrile 200 ml 

isopropanol 30 ml 

acide citrique 4 t 92 g 

- Phase mobile secondaire : eau puriftee 1000 ml 

ac&onitrile 470 ml 
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- D<Sbit : 



isopropanol 50 ml 

acide citrique 6,08 g 

1,5 ml/min 



5 



- Detection : 

- Colonne : 



Acier inoxydable, 15 cm, diamdtre 4,6 ram ; remplie de 
gel de silice pour chromatographic R Nucleosil 5C18 
Macherey-Nagel ou Equivalent (5 /xm). 



UV360 nm 



- Volume injects : 



5 Ml 



- Temperature de colonne : 20 ± 2 °C 
10 Risultats 

Le chromatogramme obtenu pour Textrait obtenu & l'exemple 2 est reproduit en 
Figure 1 et celui pour 1'extrait obtenu i l'exemple 3 en Figure 2. 

Les integrations determines pour Jes diffcrents pics sont reproduites dans les tableaux I 
(extrait de l'exemple 2) et II (extrait de l'exemple 3) ci-aprfcs. Les pics majeure ayant 

15 des temps de retention d'environ 13 et 15 minutes dans les conditions d£crites ci-dessus 
correspondent respectivement au 0-rhamnopyranosyl-4-0-D-(trans-p-coumaroyl- 
6' ' ^glucopyranosyloxy-S-tetrahydroxy-S'^'^J-flavonol (ou 3-(6 9 9 '-trans-p- 
coumaroyl)-glucorhamnoside de quercEtine) et au O-rhamnopyranosyl- 
4-0-D-(trans-pK:oumaroyl-6 , '')glucopyranosyloxyO-trihydroxy-4 , ,5,7-navonol (ou 

20 3-(6' ' '-trans-p-coumaroyl)-glucorhamnoside de kaempferol). 
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Tableau II 

B) Determination de la teneur en prodelphinidines : 

La teneur en prodelphinidines des extraits de Tinvention est £valu£e comme expose 
5 ci-aprfes. 

Environ 50 mg d'extrait sont dissous dans 25 ml d'un m61ange d'isopropanol et de 
solution 3N d'acide chlorhydrique (5/1 v/v). 5 ml du melange obtenu sont transf6r6s 
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dans une fiole de 10 ml fermee par un bouchon etanche et la fiole est ensuite immergee 
dans l'eau bouillante pendant 45 minutes. Apres refroidisssement 4 20 °C, on amene le 
volume a 10 ml en ajoutant du melange d'isopropanol et de solution 3N d'acide 
chlorhydrique. L'absorbance est mesuree & 556 nm et le pourcentage de 
5 prodelphinidines est obtenu en effectuant le calcul suivant : 

% prodelphinidines = A x 86,206897 / B 

A : absorbance & 556 nm 
B : mg d'echantillon 

Pour diminuer rincertitude quant au resultat, I'expenence est nSp&ee 3 fois et une 
10 moyenne est effectude sur les resultats obtenus. 



Propriites pharmacolog fques des extraite selon V invention 

Afin de demontrer les propri&es pharmacologiques d'extraits selon Hnvention, les tests 
suivants peuvent etre menes. 

15 Lignies de cellules 

Les lignees de cellules de cancer du sein MDA-231 ont 6t6 acquises au Lombardi 
Cancer Center (Georgetown University Medical Center). Ces lignees de cellules sont 
cultivees dans des recipients de culture en polystyrene (Corning) et multipliers dans le 
milieu Eagle modify de Dulbecco (DMEM) supplement^ avec 10 % de serum foetal 
20 bovin (FBS). 

Tests de liaison 

Les cellules MDA-231 sont dispersees par trituration dans 5 ml de solution saline de 
tampon phosphate (SSTP) puis centrifuges a 500 g pendant 15 minutes. Les cellules 
centrifugees sont resuspendues dans une SSTP et testees pour mesurer leur teneur en 
25 prolines. Des tests fHjPK 11195 peuvent Sire effectues comme d6cht dans 
Papadopoulos et coll., J. Biol Chenu (1990), 265, 3772-3779 et Hardwick et coll., 
Cancer Res. (1999), 59, 831-842. Le [N-m6thyl- 3 H]PK 11195 ou (l-(2-chloropWnyl)- 
N-m6thyl-N-(l-m6thyl-propyl)-3-isoquinolinecarboxamide est obtenu aupres de 
Du Pont-New England Nuclear (Wilmington, DE, Etats-Unis) et le PK 11195 aupres de 
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Research Biochemicals Incorporated (Natick, MA, Etats-Unis). Les fesultats obtenus 
sont analyses i l'aide du programme LIGAND (Munson et Robard, Anal. Biochem. 
(1976), 72, 248-254. 

Analyse ARN de Northern 

5 L'expression de l'ARNm de rdcepteurs benzodiazepine de type peripherique (PBR) 
dans des cellules MDA-231 trait&s par 1'extrait de l'exemple 1 ou de l'exemple 2 ou de 
l'EGb 761® (reference) peut etre £valu6e h l'aide d'une analyse de Northern comme 
decrit dans Hardwick et coll., Cancer Res. (1999), 59, 831-842. L ' ARN cellul aire total 
a 6t6 isoli & l'aide du r^actif RNAzol B (TEL-TEST, Inc., Friendswood, TX, Etats- 

10 Unis) et de chloroforme. 20 /ig d'ARN total est passe sur du gel & 1 % d' agarose et 
transfer^ durant la nuit sur des membranes de nylon (S&S Nytran, Scheicher & Schuell, 
Keene, NH, Etats-Unis). Un fragment d'ADNc humain de PBR d'une longueur de 0,2 
kb (derive du vecteur plasmide pCMV5-PBR contenant la sequence complete du PBR 
humain) est marque & l'aide de [a- 32 P]dCTP & l'aide d'un syst&me afeatoire 

15 ^identification de primers ADN (Life Technologies, Gaithersburg, MD, Etats-Unis). 
Les conditions d'hybridation utilises sont decrites dans la reference citfe 
prScddemment. L'autoradiographie est effectuSe en exposant les blots & un film X- 
OMAT AR (Kodak, Rochester, NY, Etats-Unis) i -70° C pendant 4-48 heures. La 
quantification d'ARNm de PBR est faite * l'aide du logiciel SigmaGel (Jandel 

20 Scientific, San Rafel, CA, Etats-Unis). 

Proliferation cellulaire 

Des cellules MDA-231 sont placSes sur des plaques & 96 puits (Corning, NJ, 
Etats-Unis) i une concentration d'environ 10 000 cellules par puits (24 h d'incubation) 
ou 5 000 cellules par puits (48 h d'incubation) dans du DMEM supplements avec 0,1 % 

25 de FBS. Les cellules sont ensuite incubdes dans du FBS & 10 % avec des concentrations 
varices en compos6.de l'exemple ou de compost* reference (EGb 761®) pendant les 
pfriodes indiqu6es ci-dessus. Les differences en terme de proliferation cellulaire sont 
analysSes par mesure de la quantife de 5-bromo-2'-deoxyuridine (BrdU) incorpofee, 
laqueUe est determine en utilisant le materiel BrdU EUSA (Boehringer Mannheim, 

30 Indianapolis, IN, Etats-Unis). L'incorporation de BrdU est mesufee k la longueur 
d'onde de 450 nm (reference : 690 nm). 

2) JSSUSS^^ 

Un extrait selon l'invention peut etre teste comme suit : des neurones de cerveau de rat, 
sont traites ou non avec des concentrations croissantes d'extrait de l'exemple 1 ou de 
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l'cxemple 2 ci-dessus puis, 30 minutes aprds, sont exposes k du glutamate k une 
concentration de 250 /iM. La dose inhibant k 50 % la toxicity du glutamate (designee 
par IC^ peut 6tre alors etre 6valu6e puis compare k celle obtenue pour un extrait 
comme l'EGb 761®, moins riche en flavone-glycosides et terp^ne-Iactones (k savoir 
5 100 fig d'EGb 761® par ml). 

3)lQ«cMcelJulairs 

Les effets d'un extrait selon Tinvention sur la viability des cellules peuvent etre etudies 
sur une lignde de cellules HT 22 (cellules hippocarapales de souris). La viability des 
cellules est estim£e par determination de la quantity de LDH libelee par des ceJlules 
10 traitees par des doses croissantes de l'extrait de l'exemple 1 ou de l'exemple 2 ci-dessus 
et par le test d'exclusion au bleu Trypan. 

Lign&es de cellules 

La lign£e de cellules HT-22 provient du Salk Institute for Biological Research (La Jolla, 
CA, Etats-Unis). Cette lignde de cellules est maintenue k 37° C dans le milieu Eagle 
15 modifie de Dulbecco (DMEM) supplements avec 10 % de serum foetal bovin (FBS), 
ci-aprfes appeie milieu complet. 

Protocole du test 

Des cellules HT-22 sont plac6es sur une plaque k 96 puits k une concentration de 
5. 10 3 cellules par puits dans le milieu complet. 24 heures aprds, l'extrait de l'exemple 
20 est solubilise dans du DMEM et ajoute k la concentration de 10, 25, 50, 100, 250, 500 et 
1000 /ig/ml ; l'extrait est alors laisse en contact pendant 24 ou 48 heures. La mesure de 
LDH se fait k 1'aide d'un coffret de dosage Promega selon les instructions donn£es par 
le fabricant. Les absorbances sont lues k 470 nm. La liberation maximale de LDH est 
obtenue aprcs lyse complete des cellules k 1'aide de Triton X-100. 

25 Pour les mesures de viability estimde par le test d'exclusion au bleu Trypan, les cellules 
sont plac6es dans des plaques 6 puits et l'extrait de l'exemple 1 ou de l'exemple 2 est 
ajoute k la concentration de 100 /xg/ml pendant 24 heures. 

Les cellules sont ensuite lavdes avec une solution tampon phosphate exempte de 
calcium et de magnesium et exposes k de la trypsine pendant 5 minutes k 37° C. La 
30 reaction est stoppSe avec du milieu complet et 0,04 % de bleu de trypan est ajoute k la 
suspension cellulaire. Le nombre de cellules qui excluent le colorant (i.e. les cellules 
vivantes) est determine k l'aide d'un hematocytometre. Le pourcentage de viabilite des 
cellules est calcuie comme suit : nombre de cellules viables (non colorees) / nombre 
total de cellules (colorees et non colorees) x 100. 
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REVENDICATIONS 



1. Proc6d6 de preparation d'un extrait de feuilles de Ginkgo biloba, lequel comprend les 
dtapes successives suivantes : 

i. extraction de fragments sees de feuilles de Ginkgo biloba dans de 1'Ethanol 
5 contenant ail maximum 20 % en poids d'eau ; 

ii. concentration de ] 'extrait sous pression rEduite en presence d'une solution aqueuse 
de chlorure de sodium et Elimination de Phuile sombre du reste de la solution 
claire ; 

iii. lavage de la solution aqueuse rEsiduelle par extraction liquide-liquide avec du 
10 /i-hexane, du n-heptane ou du cyclohexane ; 

iv. extraction liquide-liquide de la phase aqueuse lavEe avec de l'ac&ate d'Ethyle ; 

v. lavage de la phase acetate d'&hyle obtenue & l'&ape iv avec une solution de 
chlorure de sodium puis Evaporation & sec de la phase acetate d'Ethyle lavEe. 

2. Proc£d6 selon la revendication 1, caractErisE en ce qu'il ne comporte aucune Etape 
15 chromatographique. 

3. Proc&te selon la revendication 1 ou 2 dans lequel les fragments sees de feuilles de 
Ginkgo biloba de TEtape i sont remplacEs par une poudre sfeche de feuilles de Ginkgo 
biloba. 

4. Proc&te selon Tune des revendications 1 & 3, caraqt£ris<S en ce que 1'extraction de 
20 l'Etape i est effectuEe h 1'aide d'Ethanol contenant de 10 h 20 % en poids d'eau. 

5. ProcedE selon l'une des revendications 1 & 4, caractErisd en ce que le lavage de 
1'Etape iii est effectuE avec du w-heptane. 

6. ProcEdE selon l'une des revendications 1 i 5, caract6ris6 en ce que les solutions 
aqueuses de chlorure de sodium employees aux dtapes ii et v ont une concentration d'au 

25 moins 10 % en poids de chlorure de sodium. 
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7. Procede selon Tune des revendications 1 k 6 comprenant en outie, apres les Stapes i a 

v, Tdtape vi suivante : 

vi. mise en solution de F extrait sec dans de rethanol et refroidissement de la solution, 
filtration du sel eventuellement precipite et evaporation k sec de la solution 

5 rdsultante. 

8. Extrait de feuilles de Ginkgo biloba susceptible d'etre obtenu par un procede de 
preparation selon Tune des revendications 1 a 7. 

9. Extrait de feuilles de Ginkgo biloba selon la revendication 8, caractdrisd en ce que le 
precede est effectue k partir de fragments sees de feuilles s6ch£es de Ginkgo biloba. 

10 10. Extrait de feuilles de Ginkgo biloba selon la revendication 9, caract6ris6 en ce qu'il 
contient de 34 k 46 % en poids de terpSne-lactones et de 18 k 30 % en poids de 
flavone-glycosides. 

11. Extrait de feuilles de Ginkgo biloba selon la revendication 8, caracterise en ce que le 
procede est effectue k partir de fragments sees de feuilles lyophilis^es de Ginkgo biloba. 

15 12. Extrait de feuilles de Ginkgo biloba selon la revendication 1 1 , caracterise en ce qu'il 
contient environ 52 % en poids de flavone-glycosides et environ 13 % en poids de 
terpdne-Iactones. 

13. A titre de medicament, un extrait selon Tune des revendications 8 k 12. 

14. Composition phannaceutique comportant, k titre de principe actif, un extrait selon 
20 Tune des revendications 8 k 12. 

15. Utilisation d'un extrait selon Tune des revendications 8 i 12 pour preparer un 
medicament destine k traiter des maladies / desordres choisis parmi les maladies / 
desordres suivants : les desordres vasculaires cerebraux et peripheriques et les maladies 
neurodegeneratives. 

25 16. Utilisation d'un extrait selon Tune des revendications 8 k 12 pour preparer des 
medicaments destines k offrir une therapie adjuvante pour traiter les maladies 
proliferatives. 
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